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札幌医科大学保健医療学部紀要　第４号　2001
細胞機能発現におけるジアシルグリセロールキナーゼアイソザイムの役割＊
―特にジアシルグリセロールキナーゼに存在するE Fハンドの役割について―
山田　惠子
札幌医科大学保健医療学部一般教育科
要　　　旨
ジアシルグリセロールキナーゼ（DGK）はジアシルグリセロール（DG）をリン酸化してホスファチ
ジン酸（PA）にする酵素である。最近になって、細胞刺激応答時にホスホリパーゼＣの作用で遊離し
てくるDGがプロテインキナーゼＣを介する情報伝達系のセカンドメッセンジャーであることが示され、
その結果、DGKのように DG を代謝する酵素はセカンドメッセンジャーの濃度調節をしているという点
で新しい興味がでてきた。我々が1990年にブタ胸腺 cDNAライブラリーより世界で初めて80kDGK
（DGKα）のクローン化に成功して以来、現在までほ乳類において少なくとも９種類のアイソザイムの
クローニングが行われている。本総説では DGK に関する現在までの著者らの研究を中心に、特にⅠ型
DGK に存在する EFハンドの Ca2＋を介する活性調節機構、Ca2＋を介するEFハンドの構造変化に関する
研究を紹介する。
＜索引用語＞ジアシルグリセロールキナーゼ、ジアシルグリセロールキナーゼアイソザイム、EFハン
ド構造、情報伝達
はじめに
ジアシルグリセロールキナーゼ（DGK）は、図１の反
応を触媒する酵素で、その活性は広範な組織、細胞で検
出されている。このDGKの基質であるジアシルグリセロ
ール（DG）は DGK の生成物であるホスファチジン酸
（PA）と共に、動物リン脂質合成系の基本的代謝中間体
である。図２に動物細胞における DG 代謝のアウトライ
ン を 示 し た が 、 D G K は イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質
（PI,PIP, PIP2）、ホスファチジルコリン（PC）やエタノー
ルアミン（PE）あるいは中性脂肪（TG）の加水分解に
より生じた DG を PA に変換する。すなわち平常時の細
胞では、DGK は PAをDG に変換する酵素であるホスフ
ァチジン酸ホスファターゼ（PAPase）と共役して脂質
合成を調節していると推定される。
最近になって、細胞刺激応答時にホスホリパーゼＣの
作用で遊離してくるDG がプロテインキナーゼC（PKC）
を介する情報伝達系のセカンドメッセンジャーであるこ
とが示された１、２）。その結果、DGK のように DG を代謝
する酵素はセカンドメッセンジャーの濃度調節をしてい
るという点で新しい興味がでてきた。ホルモンなどの外
からのシグナルが標的細胞の受容体に結合すると、膜に
存在するホスホリパーゼＣが活性化され、生体膜中の
PI－P2（ホスファチジルイノシトール二リン酸）が IP3
（イノシトール三リン酸）とDG に分解される。生成した
DG は PKC を活性化し、活性化された PKC はグリコー
＊　本総説は第５回日本女性科学者の会奨励賞を受賞した際の講演をもとにまとめたものである。
著者連絡先：山田惠子　060－8556 札幌市中央区南１条西17丁目　札幌医科大学保健医療学部一般教育科
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図１　ジアシルグリセロールキナーゼの反応
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ゲンシンターゼなどのタンパク質をリン酸化する。一方、
IP3 は Ca2＋を貯蔵している小胞体などに作用して細胞内
へ Ca2＋を放出する。上昇した Ca2＋によって Ca2＋カルモ
ジュリン依存性プロティンキナーゼが活性化され、この
酵素も種々のタンパク質をリン酸化する。リン酸化され
たタンパク質は遺伝子の発現を調節し、その結果新しい
タンパク質がつくられ、様々な細胞機能が発現する。
DG は一部、遊離脂肪酸とグリセロールにまで分解され
るが、残りは DGK によって PA になった後 CDP－DG、
PI を経て出発物質である PI－P2になり、サイクルが一巡
する。このサイクルがいわゆるPIターンオーバーと呼ば
れているものである。すなわち、DGK は（1）セカンドメ
ッセンジャーとして遊離した DG を PA に変換してイノ
シトールリン脂質再生系を始動させる。（2）DG が PKC
の活性化因子であることから、DGK は受容体刺激の結
果生じた DG をすみやかに代謝して PKC 活性を減弱さ
せるという魅力的な仮説が成り立つ。さらに（3）DGKの
反応産物であるPAは細胞分裂促進作用３～５）をはじめと
する種々の強力な生理作用、例えば rasGTPase 活性化タ
ンパク質の活性抑制６）や PKCζの活性化作用７）を有し
ていることがわかってきたので、PA 生成をになう酵素
としても関心が持たれている。以上の知見を細胞刺激時
における DGK の位置付けとして図３に示した。
DGK は1959 年にラットの脳のミクロソーム画分では
じめて発見されて以来８）、肝臓、脳、血小板など広範な
組織、細胞で報告されてきた。しかし活性測定や酵素精
製が難しい酵素であるために、酵素の精製の成功は札幌
医大第二生化学講座の加納らによるブタ脳の分子量８万
の DGKαの精製が最初であった９、10）。加納らが作成した
家兎抗ブタ DGKα抗体を使って様々な組織における
DGKαの分布を検討したのが筆者の DGKに関する最初
の仕事である。最初 DGKαのみを研究することで、
DGK の役割が全て明らかになると考えていたが、DGKα
抗体を用いた免疫沈降、阻害剤や活性化剤に対する感受
性、酵素精製、クローニングによる一次構造の決定など
の研究が進むに従って、現在までに DGK には多くのア
イソザイムが存在することが判ってきた。そのため現在
ではアイソザイムの存在を考慮しなければ DGK の生理
的役割にせまれなくなってきている。しかし、一部のア
イソザイムを除き、構造と機能の関連性についての研究
はこれからというのが現状である。
本論文では、筆者の研究を中心にして、（1）一次構造
と細胞・組織分布が著しく異なるDGKアイソザイムの
存在、（2）DGKの活性化機構、（3）DGKの生理的役割、
（4）機能ドメイン―特に EFハンドの役割について述べ
る。
DGKには多くのアイソザイムが存在する
―DGKαの精製からDGKアイソザイムの
cDNAクローニングまで―
１）抗DGKα抗体を用いたイムノブロット、免疫定量と
酵素精製
すでに述べたように、加納らは DGKをラット肝から
部分精製９）後、ブタ脳から分子量 80Ｋの酵素の純化に
世界で初めて成功した10）。加納らが作成した家兎抗ブタ
DGKα抗体を使って、さまざまな組織、細胞における
DGKαの分布を調べたのが、筆者の DGK に関する最初
の仕事である。ブタ各組織粗酵素標品の DGKαをイム
ノブロットしたところ（図４－Ａ）、この酵素は意外にも
分布が非常に限られていた。すなわち図４－Ｂに示した
ようにDGK活性はいろいろな組織で検出されたが、
DGKαは脳以外では胸腺と脾臓で検出されただけであっ
た11）。そこでさらに DGKαの組織や細胞での詳しい分布
図３　細胞情報伝達系におけるDGKの位置付け
DG：ジアシルグリセロール、PA：ホスファチジン酸、PC：ホ
スファチジルコリン、PIP2：ホスファチジールイノシトール二
リン酸、DGK：ジアシルグリセロールキナーゼ、PKC：プロテ
ィンキナーゼ、rasGAP：rasGTPase 活性化タンパク質、
PLC：ホスホリパーゼＣ、PLD：ホスホリパーゼＤ
図２　動物細胞におけるDG代謝のアウトライン
PA：ホスファチジン酸、lysoPA：リゾフォスファチジン酸、
DG：ジアシルグリセロール、2－MG：2－モノアシルグリセロー
ル、PC：ホスファチジルコリン、PE：ホスファチジルエタノ
ールアミン、TG：トリアシルグリセロール、PI：ホスファチ
ジールイノシトール、PIP：ホスファチジールイノシトール－リ
ン酸、PIP2：ホスファチジールイノシトール二リン酸、DGK：
ジアシルグリセロールキナーゼ、PAPase：ホスファチジン酸
ホスファターゼ
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を知るために、家兎抗ブタ DGKα抗体を用いて、ヒトや
ブタの組織、各種細胞のDGKα酵素タンパクの免疫定量
を試みた12）。ブタ胸腺から精製した DGKαを定量分析の
スタンダードとし、そのオートラジオグラムの黒化度か
ら検量線を求め、種々のブタとヒトの組織、細胞の
DGKα量を測定した結果を表１に示した。リンパ球には、
この時点で DGK 活性が高いことが知られていた脳より
も、はるかに多くのDGKαが含まれていることがわかっ
た。ヒト系の細胞についても検討したが、Ｔリンパ球由
来のJurkat 細胞と末梢血リンパ球に多く存在し、急性前
骨髄性細胞のHL－60 細胞では非常にわずかであり、分
化した好中球には全く検出できなかった。すなわち
DGKαは脳の他にはリンパ球系組織、細胞に大量に局在
し、その他の組織には殆ど存在していないという非常に
ユニークな酵素であることがわかった。なぜこのように
大量の DGKαがＴ－リンパ球に存在するのか、この酵素
は免疫機能となんらかの関係を持つのだろうか？
DGKαが検出されなかった血小板にも図４－Bに示す
ように明らかな DGK 活性が認められたので、家兎抗ブ
タDGKα抗体を用いて免疫沈降を行ったところ、図５に
示したように、血小板の全 DGK 活性が抗体によって沈
降しなかった12）。さらに意外なことに DGKαが大量に含
まれていた脳や胸腺、脾臓でもそれぞれその活性の３～
５割が免疫沈降しなかった。この結果は各組織によって
DGKαとは抗原性の異なるキナーゼアイソザイムが存在
することを強く示唆している。そこで実際にブタ胸線に
見いだされ、DGKα抗体とは反応しない分子量 15 万の
アイソザイムを精製し、その性質を検討したが、このア
イソザイムは DGKαとは全くと言って良いほど異なり、
活性発現に DGKαの場合必要であるホスファチジルセ
リン、スフィンゴシン、デオキシコール酸を必要としな
いことがわかった13）。
２）DGKのクローニング
しかし、今まで述べたような研究方法によって、DGK
には予想以上のアイソザイムが存在することが示唆され
たが、各アイソザイムの違いや、何種類あるかなどを知
ることはできなかった。1990 年に筆者らが、DGKαの
cDNAクローニングに初めて成功14）して以来、現在まで
に哺乳動物には少なくとも９種類のアイソザイムが存在
することが明らかになっている。しかしアミノ酸の一次
構造がわかっただけで、それらの酵素化学的性質はわか
っていないものが多い。それらの基質特異性、Km値、
脂質依存性、アクチベーターの要求性などの酵素化学的
な検討が今後必要であろう。図６に理解を助けるために、
９種類のアイソザイムの模式図を示したが、ここでは筆
者らが行ったＩ型に属するDGKαを中心に紹介するに留
め、その他のアイソザイムについては筆者らの書いた総
説を参照されたい２，15－19）。
図４　ブタ組織のDGK活性とDGKαのイムノブロット分析
4－A：等しいDGK活性（0.6nmol/min）を持つ各組織ホモジネー
ト（脾臓；17μg、脳；55μg、脾臓；90μg、血小板；240μg）
を、抗ブタ脳DGKα家兎抗体を用いたウェスタンブロッティン
グにより分析した。ブタ各組織ホモジネート15μgを用いて、
デオキシコール酸測定法11）でDGK活性を測定した。
4－B：ブタ各組織ホモジネート15μgを用いて、デオキシコール
酸測定法11）でDGK活性を測定した。
図６　動物の D G K アイソザイムの模式図
血小板（●,560μg）、胸腺（▲,45μg）、脾臓（○,135μg）、脳
（△,170μg）を家兎DGK抗体、引き続いてパンソルビンと保温
し、遠心後上清に残った活性を測定した。
表１ ブタおよびヒトリンパ球、その他の細胞の80kD ＤＧＫ含量＊
＜ブタ＞
胸腺細胞
脾臓Ｔリンパ球
脾臓Ｂリンパ球
末梢血リンパ球
全脳
松果体
＜ヒト＞
末梢血リンパ球
Ｔ細胞白血球病株（Jurkat）
好中球
ホモジネート
529 ± 78
603 ± 87
336 ± 36
245 ± 23
162 ± 34
10 ± 5
281 ± 73
355 ± 77
30 ± 4
Trace
シトソール
1368 ± 305
2280 ± 326
899 ± 103
543 ± 122
186 ± 53
30 ±　 4
579 ± 94
633 ± 131
56 ± 16
Trace
膜
272 ± 56
142 ± 13
66 ± 27
13 ± 13
118 ± 29
19 ± 10
35 ± 32
107 ± 51
4 ± 6
Trace
80kD 酵素量（ng/mg蛋白質）
＊ 平均値±Ｓ．Ｄ．（n＝４～13）、山田ら12）より改変
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DGKαは、図６に示したように、分子内に２個の Ca2＋
結合モチーフであるEFハンドとシスティンに富む亜鉛
フィンガーを２個持つという非常に興味ある構造をして
いることがわかった14）。クローン化されるまでは DGKの
Ca2＋依存性についての報告は全くなかったので、EFハ
ンドの存在は我々にとって非常に意外なことであった。
Ca2＋の影響を調べると活性は Ca2＋により増大され、また
酵素１モル当り２モルの Ca2＋を結合した20）。その後、ラ
ットの脳 cDNAライブラリーからクローニングされた
DGKβ21）とヒト網膜に多量に発現している DGKγ22）も
DGKα同様、２個の EFハンドと２個の亜鉛フィンガー
を持っていることがわかり、著者らはこれらをⅠ型の
DGKと命名した。
EFハンドが存在することにより、Ⅰ型のDGKはカル
モジュリンに代表される EFハンド型カルシウム結合タ
ンパク質ファミリーの一員になったが、触媒ドメインと
EFハンドが融合している点でカルモジュリンやカルシ
ニューシンBなどとは一線を画していると言える。なお、
ここでは紹介しないが、Ⅱ型に属するDGKδのクローニ
ング23）も札幌医科大学第二生化学講座（主任教授、加納
英雄）で行われた。
DGKの活性化機構
DGKの活性化機構については、現在までに① Ca2＋、
②スフィンゴシン、③リン酸化、④トランスロケーショ
ンの４つが知られている。その中で筆者が直接かかわっ
たものは Ca2＋とスフィンゴシンによる活性化機構であ
る。Ca2＋による活性化機構については、後に詳しく述べ
るので、ここではスフィンゴシンによる活性化機構を紹
介する。
すでに筆者らは in vitro の系でスフィンゴシンが
DGKαを直接活性化することを見いだしていた24）。そこ
で無傷細胞の系においても、スフィンゴシンが DGKを
活性化するかどうかを検討するために、全 DGKの90％以
上が DGKαであるJurkat 細胞を用い、スフィンゴシン
が DG のリン酸化と DG 代謝にどのような影響を及ぼす
のかを調べた25）。内因性の PA 生成の機構は複雑である。
すなわちPAはリン脂質および脂肪分解、denovo 合成な
ど様々な機序で供給される DG の DGK によるリン酸化
によって生じる以外、ホスホリパーゼＤによるリン脂質
の分解、denovo の合成などによっても生じる。しかし、
細胞の外から加えた膜透過性の短鎖の DG は細胞内で
DGKの作用だけを受けてリン酸化され、短鎖の PA にな
るために、この短鎖の DG のリン酸化を観察することに
より、DGKの作用に限定して解析できる。図７は PA 合
成に対するスフィンゴシンの効果を検討したものであ
る。スフィンゴシンは 20μMの濃度で内因性および外か
ら加えた膜透過性の短鎖の DG のリン酸化を著明に増加
させた。この効果はレクチンであるコンカナバリンＡや
カルシウムイオノフォアであるＡ23187によるものに比
べて大きかった。スフィンゴシンはホスホリパーゼＤを
活性化したり、ホスホリパーゼＣに働いてDGKの基質で
ある DG を増加させないこと、細胞内のフリーの Ca2＋ 濃
度を増加させる26）が、DGKの活性化にはスフィンゴシン
による Ca2＋の関与は多くないこと、PKC の関与も少な
いことなどを示し、スフィンゴシンは無傷細胞において
も DGK を直接活性化していることを示した。
DGKアイソザイムの生理的役割
DGKの生理的な役割に関する研究については、古くは
細胞や組織にアゴニストを作用させた場合に、DGKが活
性化されるという報告やＲ59022やＲ59949などの阻害剤
を用いて DGKの生理機能を検討した報告が大量になされ
ているが、個々のアイソザイムの役割に着目して行った
研究は意外に少ない。今まで報告された中で、DGKαに
図６　動物の D G K アイソザイムの模式図
CRD： cystein rich domain, extCRD： extended CRD, PH：
pleckstrin homology domain, SAM： steril alpha motif,
MARCKS： myristoylated alanine, rich C－kinase substrate,
PR： proline－glycine rich domain, RA： Ras－associating
domain, SAM は EPH C－terminal tail（EPH チロシンキナー
ゼレセプターファミリーの C－末端）homology domain と呼ば
れていた。
図７　内因性長鎖 D G および外因性短鎖ジオクタノイルグリ
セロール（diC8）のリン酸化に対するスフィンゴシン
の効果24）
32Ｐ標識細胞（Jurkat cell）をスフィンゴシン（20μM）と保温
後、生成したPA並びにジオクタノイルPAを薄層クロマトグラ
フィーにより分析した。A ; 内因性長鎖DG, B ; diC8
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関する研究が進んでいる。Meridaのグループにより27、28）、
IL－2依存性Ｔリンパ球増殖に DGKαによるPAの産生が
関与しているという報告が出された。DGKインヒビター
を使ってPA産生を阻害すると細胞はＳ－期に移行できな
い。さらに ras 形質転換細胞に DGKαを過剰発現させた
系で、DGKαが DG 量を調節することによって PKC活
性を制御していることが示された29）。最近になって、シ
グナル伝達系におけるDGKの役割を知るものとして、
HGF－induced cell motility におけるDGKαの関与の報
告がなされた30）。また、ラットと牛の桿状体細胞の外節
のDGKγが光で活性化される31）という報告は網膜に多
く発現されているDGKγの役割を知る上で興味深い。
筆者らはHL－60細胞分化におけるDGKの役割を知るた
めに、RT－PCRによるDGKα、γの mRNAとこれらの
アイソザイムの発現量を検討した。その結果、分化にお
けるmRNA 並びにタンパク質の発現量がアイソザイム
によって異なること、また分化誘導剤の種類によっても
異なることを観察している32）。中でもTPA処理細胞にお
いて、驚くべきことにDGKγmRNAが１日目から劇的
に減少した。分化の方向によってDGKアイソザイムが
異なる発現量を示すことは、細胞機能発現におけるDGK
の役割を検討していく観点から興味深いと考えている。
DGKの機能ドメインの役割
すでに示したように、DGKアイソザイムは様々な機能
ドメインを持っている。筆者らは今までに EFハンドと
亜鉛フィンガー、触媒部位について検討をしているが、
ここでは直接筆者が検討してきたEFハンドについて紹
介したい。
図６に示したように、最初にクローニングされた
DGKαは２個のEFハンドを持ち、酵素１モル当り２モル
のCa2＋を結合し、Ca2＋により活性化を受ける20）。その後、
DGKα同様にEFハンド構造を持つDGKβ,γがクローニ
ングされたが、COS細胞で発現させたこれらの酵素に対
するCa2＋の影響はDGKαに対するものとは異なる結果が
得られた22）ので、筆者は改めて３つのアイソザイム活性
に対する Ca2＋の影響を詳細に調べた33）（図８）。図でわ
かるように、DGKαは約１μMのCa2＋で活性化されるの
に対して、DGKβは約10nM、DGKγは10nM以下（実
質的にはCa2＋非依存性と考えられる）の非常に低濃度の
Ca2＋で活性化される。当然 DGKγもCa2＋に依存した活性
が認められると考えていたので、この結果は予想外だっ
た。そこで次の３つの可能性を考えて検討を進めた。す
なわち（1）最も簡単な解釈として、DGKγのEFハンド
はCa2＋結合部位として機能せず、活性化に寄与していな
い。（2）COS細胞で発現させた DGKγの活性測定には粗
抽出液を用いており、かつ活性化剤として使用するホス
ファチジルセリンなどから持ち込まれるCa2＋も無視でき
ないため、DGKγはアッセイ系から除ききれない非常に
低濃度でCa2＋を結合することにより活性化を受ける。（3）
トロポニンＣなどはCa2＋以外にMg2＋を結合することが知
られており、DGK 活性測定のアッセイ系には５～10mM
のMg2＋の添加が必須であることから、DGKγにはCa2＋
のみならずアッセイ系に存在するMg2＋が結合すること
で活性化される。酵素の量的な問題、系からのCa2＋の完
全な除去の問題、Mg2＋の影響の解釈の点で、intact な酵
素を用いての実験は解釈が複雑になると考え、DGKα、
β、γのEFハンド部分のみを大腸菌で発現させたタン
パク質を使って３つのアイソザイムのEFハンドの性質
を検討した。図９に DGKα、β、γの発現したEFハンド
領域（それぞれα－DKE、β－DKE、γ－DKEと命名）の
アミノ酸組成を示した。２つのEFハンド（Ⅰ、Ⅱ）を下
線で示した。EFハンドはＥヘリックス―ループ―Ｆヘリ
ックスという立体構造をとり、右手の形で図示される２
図８　DGKアイソザイム活性に及ぼすCa2+の影響32）
DGKα（○）、DGKβ（△）、DGKγ（□）をトランスフェクト
したCOS7細胞から調製した100,000xg上清を使って実験した。
種々の濃度のCa2+ 存在下で５μgの上清を使って活性を測定し
た。フリーCa2+ 濃度はCa2+ /EGTAの比から求めた。それぞれ
の値は１mMCa2+ 存在下で得られた活性の比から求めた。
図９　α－,β－,γ－DKEのアミノ酸配列32）
小文字で表したアミノ酸はベクター由来のものである。同一の
アミノ酸を網かけで示した。二つのEFハンド（Ⅰ、Ⅱ）を下
線で示した。Ｘ，Ｙ，Ｚ，－Ｘ，－Ｙ，Ｚはカルシウム配位アミ
ノ酸である。
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つのαヘリックスの間のループ領域がカルシウムと結合
する。発現タンパク質は大部分封入体に回収されたので、
封入体から段階的に尿素を除きリフォールディングさせ
て可溶化し、実験に用いた。３つのDKEにCa2＋が結合す
ることを45Ca2＋オートラジオグラフィー法で確認した後、
Ca2＋の親和性を知るために、平衡透析法によるCa2＋結合
実験を行った。カルモジュリンは文献通り１分子当り４
個のCa2＋を結合し、そのhalf maximumは約10μMであ
った。α－、β－、γ－DKEも共に２個のEFハンドにほぼ
２個のCa2＋を結合したが、Ca2＋の親和性に著しい差があ
った。結合のhalf maximumはα－DKEが 20μM、βが
0.9μM、γが 0.4μMであった（図10）。組み換えで得られ
たDKKαのCa2＋結合の half maximum は intact enzyme
で得られた値（１μM）の20倍であったことから、intact
なDGKβ、γのEFハンドのCa2＋親和性もここで得られ
た値より、はるかに大きいことが予想され、その結果活
性への Ca2＋の影響が今まで検出出来なかったと考えられ
る。この Ca2＋結合実験においては Mg2＋は Ca2＋と拮抗し
ないことから、先に示した仮説の中で、（1）と（3）の仮
説は排除され、２番目すなわちDGKγは非常に低濃度で
もCa2＋を結合することで活性化されるという可能性が支
持された。ここで各 DKEの一次構造を比べ、３つのア
イソザイムの Ca2＋親和性の差を一次構造から考察してみ
よう。Ca2＋が配位するアミノ酸を比べ、異なるアミノ酸
の性質を比較すると、２番目のEFハンドのZの位置がβ、
γ－DKEではアスパラギン酸であるのに対してα－DKE
ではセリンとなっている。この位置はCa2＋が配位するた
めにアミノ酸の側鎖が酸素原子を含んでいなければなら
ず、アスパラギン酸あるいはグルタミン酸が好ましいと
されており、このことがα－DKEとβ、γ－DKEのCa2＋
結合の差をもたらしているのかも知れない。
アルカリ尿素ゲル電気泳動での移動度の変化はなんら
かのコンフォメーションの変化（おそらくは露出する荷
電アミノ酸の影響が大きいと考えられる）の指標となる
ことが知られているが、α－DKEの移動速度はCa2＋結合
時に減少し、逆にβ－、γ－DKEではカルモジリンと同
様に増加した（図11）。さらに、カルモジュリンやトロ
ポニンＣなどの調節タンパク質はCa2＋の結合により疎水
性領域が分子表面に露出するという構造変化を起こすこ
とによって他のタンパクと相互作用することが知られて
いる34、35）。そこで疎水性探索試薬である2－p－toluidinyl－
naphthalene－6－sulphonate（TNS）との相互作用の実験
をDKEについても行った。図12に示したように、カル
モジュリンでの観察とは逆にα－DKEとγ－DKEにおい
てCa2＋結合による疎水性コアの減少を観察した。カルモ
ジュリン同様、DGKの場合もCa2＋の存否による疎水性の
コアの増減がEFハンドとDGK分子内の他の領域の相互
作用にかかわっていると考えており、今後分子内相互作
用の領域の検討などが必要と考えている。分子内のEF
ハンドにCa2＋が直接結合することにより活性化される酵
素はDGK以外、今のところカルパインが知られている
だけであり36）、またDGKにおいては２つのEFハンドを
結ぶリンカー領域はカルモジュリンやトロポニンＣより
９残基も長い16残基である。これらのことは、DGKの
図10 カルモジュリン、α－,β－,γ－DKEのCa2+ 結合32）
Ca2+ 結合は種々の濃度の45CaCl2 を用いて平衡透析法により求め
た。平均値±標準偏差（n=2～6）。Kd値は最大結合数の半分の
結合を示すCa2+ 濃度から求めた。
図11 α－,β－,γ－DKEのアルカリ尿素電気泳動32）
5μgのα－,β－,γ－DKE、カルモジュリンを0.1mMのCa2+と保温
後、アルカリ尿素ゲル電気泳動を行った。
7─　　─
札幌医科大学保健医療学部紀要　第４号　2001
EFハンドによるCa2＋を介した活性化機構が、これまで
のEFハンドタンパク質とは異なることを強く示唆して
いる考えられる。
今まで得られたα－DKEのアルカリ尿素電気泳動の
Ca2＋存在下での移動度の変化、疎水性探索試薬との相互
作用の実験結果は、DKE が Ca2＋依存性に立体構造変化
をすることを強く示唆している。そこで封入体に回収さ
れた発現系を検討しなおし、可溶性画分に回収されたα－
DKEを用いて、二次構造変化の情報を与えてくれる円偏
光二色性（CD）スペクトルと芳香族アミノ酸の周りの
環境の変化に対する情報を与えてくれる蛍光スペクトル
の測定を行なった37）。測定に先立ち、45Ca2＋オーバーレイ
法によるCa2＋の結合実験、アルカリ尿素ゲル電気泳動、
疎水性探索試薬との相互作用の実験を行なって、一定の
機能を保持した形で発現されていることを確認した後、
スペクトルの測定を行なった。図13に示したように、
Ca2＋の存在下で異なるCDスペクトルが得られた。得ら
れたCDスペクトルから、Yangの方法38）で二次構造含量
を計算すると、α－helix 23.6％、β－sheet 11.0％、random
65.4％となり、EFハンドの共通配列から推測されるα－
helix 含量（約30％）と一致することから、得られたサ
ンプルの二次構造は保持されていることが示唆された。
Ca2＋存在下（0.3mM）ではα－helix 含量が 23.6 ％から
30.6 ％に増加した。蛍光スペクトルもCa2＋の存否により
変化したが、変化の程度は小さかった。DKEにはトリプ
トファン残基が分子あたり２個存在し、一つはカルシウ
ム結合部位の近傍に、もう一方は２つのEFハンドを結
ぶリンカー領域に存在する。すなわちこの２つは比較的
溶媒に近接した環境にあり、スペクトルの相対値の変化
が小さかったのは、この２つのトリプトファン残基が立
体構造変化に伴う影響を比較的受けにくい部位に存在し
ていたからであると推測される。CDスペクトルと蛍光
スペクトルの物理化学的手法を使って、DKE が Ca2＋依
存性に立体構造変化をおこすことが示された。今後これ
らの結果を基に、EFハンドの分子内相互作用の検討と
それらを介した酵素活性発現機構の解明を進めたい。
おわりに
この論文ではほ乳類におけるDGKの多様性と細胞内で
の役割について述べた。酵素精製やクローニングの成功
により、DGKの性状・性質がかなり明らかになってきて
いる。しかし、複数のDGKアイソザイムがなぜ存在する
のか？　それらが生理的役割分担をいかなる様式で行な
っているのか？　アイソザイムが局在を異にするのはな
ぜか？　などについてまだ殆ど解明されていない。また
DGKの機能ドメインの役割、それを介した活性調節機能
の研究も始まったばかりと言って良い。それらの解明に
今後すこしでも貢献できたなら幸いである。
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Abstract
Diacylglycerol kinase（DGK）converts diacylglycerol（DG）to phosphatidic acid（PA）. The roles
of both DG and PA as a lipid second messnger have recently been attracting much attension. DGK is
thus thought to be one of the key enzymes involved in the regulation of the signal transduction
process through controlling the intracellular DG and PA levels. The 80－kDa DGK（DGKα）was the
first to be cloned from cDNA libraries from porcine thymus. To date, nine DGK isozymes containing
charasteristic zinc finger structures in common have been identified. This paper reviews our studies
about DGKs, especially, the regulatory roles for the EF－hand motifs that contribute to Ca2＋－
dependent activities and Ca2＋－induced conformational changes of type I DGKs（α, β and γ）.
Key words：Diacylglycerol kinase, Diacylglycerol kinase isozymes, EF－hand motifs, Signal
transduction
Physiological function of diacylglycerol kinase（DGK）isozymes
― Role of EF－hand motifs within DGK ―
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